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2007年12月19日　山形大学医学部視聴覚教室
１．ラット大脳白質障害後のオリゴデンドロサイト及びミエリンの
動態と脳機能との関連の検討
千田裕一郎，小久保安昭，久下淳史，竹村直，佐藤慎哉*，
嘉山孝正（山形大学医学部神経機能再生学講座，*同総合医
学教育センター）
【はじめに】認知症などの脳機能障害の原因の一つとして大脳白質
病変がある。この発症のメカニズムとして慢性脳虚血によるオリゴ
デンドロサイト（OLG）あるいはミエリンの障害が注目されており、
OLGあるいはミエリンが治療のターゲットの一つとして考えられ
る。そこで今回、ラット慢性脳虚血モデルにおけるOLG及びミエ
リンの動態と、脳機能との関連を明らかにするために研究を行っ
た。【実験方法】SDラット（雄210－250ｇ）を用いて永久両側総頚
動脈閉塞による慢性脳虚血モデルを作製し、術後２週、４週、６
週、８週においてcorpus calosumを抗NG2抗体、PDGFαR抗体
（オリゴデンドロサイト前駆細胞（OPC）のマーカー）及び、抗GST-
π抗体（成熟OLGのマーカー）を用いた免疫染色、蛍光２重染色
にて評価した（ｎ＝６）。認知機能評価は各群のsacrifice前５日間
水迷路試験によって行い（ｎ＝10－14）、運動機能評価は術前連続
した３日間と術後１、３、５日及び１－８週目にrotarod試験に
よって行った（ｎ＝６）。また術後４週、６週、８週、12週おいて
corpus calosumを、抗MBP抗体（ミエリンのマーカー）を用い
western blotにて評価した（ｎ＝６－７）。【結果】免疫染色の結果、
NG2陽性細胞数は４週で有意に増加し（Ｐ＜0.05）、その後も増加
傾向を示した。GST-π陽性細胞数は、２週で有意に減少し（Ｐ＜
0.05）、その後増加の傾向にあった。western blotの結果、MBPは
全週で減少を認め、６週で最低であった（Ｐ＜0.05）。水迷路試験の
結果、全週で優位な成績低下を認め、また６週で最低であった（Ｐ
＜0.05）。rotarod試験の結果、虚血群はsham群と比べ明確な差は
見られなかった。【結論】 OLGの減少のピークは術後２週、OPC
の増加のピークは４週であった。またOLGは４週にはsham群と
同程度にまで増加を認めたことから、OLGの再生が生じた可能性
が示唆された。一方ミエリンは術後４週以降も減少を示し、また認
知機能も４週以降も低下を示し、いずれも６週で最低であった。以
上より、組織学的にOLGは減少後回復を認めたものの、ミエリンの
減少と認知機能障害は残存しており、脱髄が認知機能障害に関与し
ている可能性が示唆された。
２．ラットとヒトの下垂体：グルタミン酸合成と代謝についてラッ
ト下垂体でのグルタミン酸合成分泌について
白澤信行，孫英傑，内藤輝（山形大学医学部形態構造医学分
野）
　視床下部－下垂体－性腺系や視床下部－下垂体－副腎系に代表さ
れる下垂体前葉は、視床下部から門脈に放出される視床下部ペプチ
ドホルモンや神経伝達物質のアミノ酸によってホルモン分泌が制御
される。興奮性アミノ酸のグルタミン酸も門脈に分泌され、前葉の
ACTH, GH, Prolactin細胞に作用するものとされてきた。昨年、
我々はラット下垂体前葉細胞、特にLH細胞とTSH細胞でのグルタ
ミン酸合成について報告した。今回、ラット下垂体でのグルタミン
酸合成とその代謝について、ヒト下垂体と比較検討したので報告す
る。【材料と方法】Wistar系ラットの下垂体を、ヒト下垂体は解剖
学実習遺体から摘出したものを組織材料として用いた。解析方法と
して免疫組織化学的手法、RT-PCR法、酵素活性測定法を用い、前
葉細胞のグルタミン酸代謝について解析した。ラット下垂体は本大
学医学部実験動物倫理委員会、ヒト下垂体は本大学医学部倫理委員
会の許可を得て行った。【結果】成熟雄ラットでは、１）前葉のグル
タミン酸はLHとTSH細胞のグルタミナーゼによってグルタミン
から作られ、小胞性グルタミン酸トランスポーターによって小胞内
に蓄積される。２） グルタミン酸はGH細胞やLH細胞に存在する
グルタミン酸脱水素酵素によって２-オキソグルタレートに、濾胞
星状細胞のグルタミン合成酵素によってグルタミンに変換される。
３）グルタミン酸の合成分解過程で副産物として生じるアンモニア
は、濾胞星状細胞が持つグルタミン合成酵素の作用により除去され
る。ヒト下垂体でも各酵素を持つ細胞種が異なるものの、ラットと
同様にグルタミン酸の合成と代謝が細胞間の相互作用によって行わ
れていることが明らかとなった。【考察】興奮性アミノ酸のグルタ
ミン酸は下垂体前葉のLHとTSH細胞で合成分泌され、周囲の細胞
を興奮させた後、GH細胞や濾胞星状細胞によって細胞毒性の少な
いアミノ酸に代謝される。前葉細胞のグルタミン酸分泌が何によっ
て制御され、TSHとLH細胞から合成分泌されるグルタミン酸が他
の前葉細胞にどのように作用するかについては、実験動物のラット
を用いることが有用な手段となる。
３．炎症を介したマウス退縮型線維肉腫細胞の発癌・悪性化進展の
経口SOD剤による抑制
小沼邦重，佐藤優，小河原里美，塩野谷博*，松原範宜**，
藤井順逸，岡田太（山形大学医学部生体分子機能学講座，
*アサマ化成株式会社，**コンビ株式会社）
【目的】我々は低腫瘍原性・非転移性のC57BL/6マウス由来の線維
肉腫細胞（QR-32細胞）が、炎症を介して致死的増殖能や転移能を
獲得する実験モデルを確立した。その機序には炎症細胞由来の活性
酸素と、細胞内の抗酸化酵素manganese-superoxide dismutase 
（Mn-SOD）の活性低下が関わることを見出した。そこで経口投与
可能なSOD剤を用いて、本モデルにおける転移能の獲得が抑制さ
れるか否かについて検討した。【方法と結果】QR-32細胞は、正常
同系宿主における造腫瘍性が極めて低く、かつ転移を起こさない。
しかし、異物のゼラチンスポンジとともに皮下移植すると、異物移
入によって誘発される炎症細胞（特に好中球）を介して致死増殖す
る。この増殖腫瘍は、異物の存在なしに新たなマウスにおいて転移
を形成する。この炎症を背景とした発癌・悪性化進展モデルは、そ
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れらの要因の解析とともに、予防法あるいは治療法を探索するスク
リーニングモデルとして使用している。このモデルに、SODを腸
管吸収させるための新規ドラッグデリバリーとして、植物由来の
SODを小麦のグリアジンタンパク質で覆った薬剤（被覆SOD剤）
を、腫瘍移植の２日前より連日経口投与した（10 mg/kg）。被覆
SOD剤投与群の腫瘍形成頻度が41％であったのに対し、グリアジ
ン投与群では83％、生理食塩水投与群では79％であった。この被覆
SOD剤投与群の腫瘍形成頻度の低下は、それを構成する成分（植物
由来のSOD単独とグリアジンタンパク質）に分割して経口投与して
も、あるいは被覆SOD剤を腹腔内投与しても観察されなかった。
また、腫瘍組織におけるMn-SOD活性は、被覆SOD剤を経口投与
した群のみで増加した。さらに、出現した増殖腫瘍の有する転移能
は、被覆SOD剤経口投与群のみで抑制されていた。なお体重減少
等の副作用は、各投与群に観察されなかった。【総括】経口SOD剤
は，炎症を基盤とするQR-32細胞の転移能獲得過程を抑制すること
を明らかにした。
４．酸化チタンナノ粒子による発癌促進作用
佐藤優，小沼邦重，小河原里美，藤井順逸，岡田太（山形大
学医学部生体分子機能学講座）
【目的】生体や環境に対する影響が懸念されながらも既に実用化に
至っているナノ粒子に着目し、これが発癌を進展させる作用を持つ
か否かを低腫瘍原性・非転移性のマウス線維肉腫細胞を用いて検討
した。【方法と結果】本研究では同一形状の酸化チタンナノ粒子を
親水性処理したTO-1と、疎水性処理したTO-2を用いた。これらは
極微小な粉状形体をとるため、予め1.5％carboxyl celulose溶媒に
懸濁して使用した。正常C57BL/6マウスの皮下組織内に、正常同系
マウスに移植すると自然退縮するQR-32細胞（１×10５個）とTO-
1、TO-2および対照溶媒の1.5％ carboxyl celuloseを移植直前に混
合して計0.2 mlを皮下接種した。ナノ粒子は、マウス１匹当たり
10 mg投与した。加えて、TO-1、TO-2および溶媒単独をそれぞれ
マウス皮下に予め移入し、30日および70日後にQR-32細胞（１
×10５個）を移入部位に移植してその増殖性の有無を観察した。その
結果、同時移植では腫瘍増殖を認めなかったが、TO-1を予め移入し
た群にQR-32細胞の致死的な増殖が観察された。しかし、TO-2移
入群ではその発癌頻度が有意に低かった。この違いを明らかにする
ために、細胞傷害性の要因のひとつと考えられる活性酸素の生成 
を調べた。生理食塩水に懸濁したTO-1あるいはTO-2に
dichlorodihydrofluorescein（DCF）を添加すると、TO-2自体に活
性酸素の生成を認めた。ついでQR-32細胞と酸化チタンを各々共
培養したところ、TO-2の添加培養時にQR-32細胞内に活性酸素の
生成が起き、これと平行して、細胞傷害を引き起こすことが明ら 
かとなった。これらの現象は、活性酸素消去剤であるN-
acetylcysteineの添加により抑制された。【総括】酸化チタンナノ粒
子を移入した組織では、低腫瘍原性・非転移性の細胞の増殖を促進
することを見いだした。しかし、この作用は酸化チタンナノ粒子の
生化学的な修飾により異なることも明らかにした。生体内投与され
たナノ粒子には、その剤形により発癌を促す場合のあることが示唆
された。
５．血液凝固XII因子Ｂサブユニットの機能の検索
惣宇利正善，岩田宏紀，張偉光，一瀬白帝（山形大学医学部
血液・循環分子病態学分野）
　血液凝固XIII因子は止血の維持と傷害組織の修復に働く血漿ト
ランスグルタミナーゼであり、Aサブユニット（FXIII-A）とＢサ
ブユニット（FXIII-B）からなる複合体として血液中を循環してい
る。FXIII-Aは酵素本体であり、血中のみならず単球・マクロ
ファージや巨核球・血小板などの細胞内にも単独で存在する。一方、
肝臓で合成されるFXIII-Bは触媒活性を有せず，もっぱら血中での
FXIII-Aのキャリアーとして機能すると考えられてきた。しかしな
がら、補体系タンパク質の多くに存在する‘寿司’ドメイン10個で
構成されていることから、FXIII-B独自の機能が存在する可能性も
あり、我々は欠損マウスを作製してFXIII-Bの機能の検索を行なっ
ている。FXIII-B欠損マウスでは、組織・細胞内でのFXIII-Aの
mRNA及びタンパク質の発現が野生型マウスと同等であるにもか
かわらず、血漿中のFXIII-A抗原量及びFXIII活性は著しく減少し
ていた。FXIII-A欠損マウスでは、生後10ヶ月での生存率が野生型
マウスと比べて有意に低下しており、雄マウスにおいて出血性の心
臓障害を高頻度に認めていた。一方、FXIII-B欠損マウスでは、生
存率の変動は野生型との差異を認めないものの、雄マウスでの出血
性の心臓障害が軽度に認められた。バキュロウイルス発現系を用い
て調製した組換えヒトFXIII-B （rFXIII-B）をFXIII-B欠損マウス
に投与したところ，血漿中のFXIII-Aの有意な増加とともに、フィ
ブリン分子間架橋結合形成の著しい促進が観察された。試験管内で
FXIII-B欠損マウスの血漿にrFXIII-Bを添加した場合でも、フィブ
リン架橋結合形成が促進されたが、精製したフィブリノーゲンを用
いた場合には、rFXIII-Bによる架橋結合形成の促進は認められな
かった。rFXIII-Bを固相化したセファロースをFXIII-B欠損マウス
の血漿と反応させたところ、rFXIII-Bと結合する複数のタンパク
質の存在が確認された。以上の結果から、FXIII-Bは血漿中の
FXIII-Aの安定化に働くのみならず、血漿中のタンパク質と協働し
てフィブリン架橋結合形成の促進に寄与することが示唆された。他
にもFXIII-Aと関係しない新機能が存在する可能性も残されている
ので、様々な chalenge studies を実施する予定である。
６．SOD1；xCTダブルノックアウトマウスの表現型解析
岐部紀子，角田智志，井内良仁，岡田太，*佐藤英世，
藤井順逸（山形大学医学部生体分子機能学講座，*同農学部
生物資源学科）
【目的】活性酸素種の産生が増すことで、老化や炎症性疾患などを
増悪するため、抗酸化酵素と低分子抗酸化物質が防御系を形成し、
生体を保護している。Superoxide dismutase （SOD）は酸素分子が
一電子還元を受けて生じるsuperoxideを消去し、ラジカル連鎖反応
を遮断するため、主要な抗酸化酵素である。我々は細胞質とミトコ
ンドリア膜間腔に存在するCu, ZnSODをコードする遺伝子SOD1
を欠損する（SOD1KO）マウスを解析し、赤血球の酸化的傷害とそ
れに伴う貧血、そして赤血球結合IgGの増加を報告した。一方、主
要な低分子抗酸化物質であるグルタチオンは、活性酸素種を直接消
去する他に、グルタチオンペルオキシダーゼ（GPX）に電子を供与
することによって、抗酸化にかかわっている。グルタチオン合成の
材料となる３種類のアミノ酸のうち、レドックス反応に重要なシス
テインの細胞内取り込み経路には幾つかあるが、その一つにシスチ
ン・グルタミン酸トランスポーター（xCT）がある。xCTを欠損す
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る（xCTKO）マウスでは、血液中のシスチンが増加し、レドックス
バランスに影響がある。本研究では、SOD1KOマウスとxCTKOマ
ウスを交配することで、両遺伝子を欠くダブルノックアウト
（DKO）マウスを作製し、その表現型を、野生型（WT）, SOD1KO, 
xCTKOマウスの３群と比較することで、グルタチオン系と抗酸化
酵素系とのin vivoにおける連携について検討を行った。【結果】二
種類の重要な抗酸化系に異常があるため、すべて胎生致死となるの
ではないかとの当初の予想に反し、DKOマウスは出生し見かけ上
はほぼ正常に成長した。ただし、他の遺伝子型のマウスの出生率は
ほぼメンデルの法則に従うのに対して、DKOの割合は理論値の約
半分程度と低いことから、一部は胎生致死となった可能性がある。
成体マウスについて剖検を行い臓器重量を比較したところ、軽い体
重・胸腺の萎縮・脾腫といった、SOD1KOマウスとほぼ同様の傾
向が認められた。血液についてさらに検討したところ、貧血・赤血
球内活性酸素種の増加・脂質過酸化の亢進に加え、赤血球結合IgG
の増加といった、SOD1KOと同様の表現型を示した。赤血球内抗
酸化酵素である、SOD1・GPX1・Catalaseの存在量を調べたところ、
GPX1の含量はいずれのKOマウスでも低下しており、特にDKOで
は著しかった。【結論】SOD1とxCTを共に欠損するマウスは、そ
の一部が胎生致死になると考えられた。しかしながら、少なくとも
赤血球に関しては、SOD1KOの表現型と大きな違いがなかったこ
とから、両遺伝子は互いにほぼ独立して働くことが示唆された。
７．食後高ＴＧ血症 （ＰＨＴ）家兎における 心拍数及び血圧の日内
変動とその解析
福田直樹，伊藤恒賢*，片平清昭**，大和田一雄*,***（山形
大学医学部動物実験医科学講座，*同動物実験施設，**福島
県立医科大学医学部附属実験動物研究施設，***（独）産業技
術総合研究所）
【背景・目的】食後高TG血症（PHT）家兎は食後高TG血症、内
臓脂肪の蓄積、高インスリン血症等の病態を呈することから、メタ
ボリックシンドローム病態モデル動物として山形大学医学部附属動
物実験施設において作出された。しかしメタボリックシンドローム
の診断基準の一つである血圧に関しては、詳細な検討がされていな
い。そこでテレメトリーを用いた心拍数及び血圧の日内変動観察に
よって、PHTにおける血圧循環系の病態を明らかにすることを試
みた。【材料・方法】老齢PHT及びJWウサギ（２年齢以上）、若
齢PHT及びJW（約１年齢）の４群（♂、各ｎ=１）に分け、テレ
メトリーを用いて心拍数、血圧および行動量を制限給餌下（約10時
に120ｇ給餌）で５分毎に測定し、３日間のデータを得た。さらに
両系統において絶食（２日間）、自由摂取（３日間）の条件において
も測定し、制限給餌時と比較検討した。測定にはData Science社製
TA11PA-C40型送信器を用いた。【結果】制限給餌時では、両系統
共に若齢の方が心拍数・血圧共に有意な高値を示した。また同年齢
同士の両系統を比較するとPHTウサギの方が、心拍数・血圧共に
有意な高値を示した。この時心拍数の日内リズムが観察されたが、
JWウサギと比べPHTウサギではピークの遅延が認められた。行
動量に関しては、いずれの条件においてもPHTの方が大きい傾向
があった。いずれの条件においても心拍数・血圧共にPHTウサギ
の方がJWウサギよりも有意な高値を示し、常にやや高い値で推移
した。また、両系統の昼夜リズムについても検討したが、はっきり
とした昼夜リズムは観察されなかった。【まとめ】今回の実験によ
り、PHTにおける心拍数及び血圧は、対照群（JW）に対し有意に
高値であることが明らかとなった。また、制限給餌時に両系統で観
察された心拍数の日内リズムは、絶食時及び自由摂取時に消失した
ことから、これが摂餌行動によるものであることが考えられた。今
回の結果は、ヒトメタボリックシンドロームにおける血圧症状と類
似する点がある。この原因としてPHTウサギの特徴である、脂質
代謝異常、インスリン抵抗性、内臓脂肪の蓄積等が考えられる。今
後この原因について詳細に検討していきたい。
８．老齢ラット膀胱平滑筋におけるアトロピン抵抗性収縮増加と抗
コリン薬の効果比較
山田晃子，小林優子，会田智美，南里真人*，石幡明**，
片野由美（山形大学医学部臨床看護学講座，*大鵬薬品・育
薬研究所・薬，**奥羽大学薬学部）
【目的】膀胱平滑筋収縮は、コリン作動性と非アドレナリン非コリ
ン作動性神経により仲介される。通常、膀胱収縮は主としてムスカ
リン（Ｍ）受容体を介して引き起こされる。しかし、排尿障害のあ
る高齢者には抗コリン薬の効果が十分でない場合がある。この原因
には、Ｍ受容体を介さない、すなわちアトロピン抵抗性収縮が加齢
により増加する可能性が考えられるが、アトロピン抵抗性収縮と加
齢との関係は明らかになっていない。本研究では、１）膀胱平滑筋
におけるアトロピン抵抗性収縮の加齢変化、２）膀胱平滑筋収縮へ
の抗コリン薬（アトロピン，プロピベリン）の効果を検討した。【方
法】実験は、山形大学医学部動物実験指針を遵守して行った。
Young（３ヶ月齢）、及び Aged（28ヶ月齢以上）雄性F344ラット
の膀胱摘出し、短冊標本を作製した。標本はKrebs-Henseleit液で
満たしたorgan bathに懸垂し、等尺性収縮張力を測定した。抗コリ
ン薬投与後、経壁電気刺激（刺激頻度１～128Hz、持続時間0.2ｍ
秒、刺激時間３秒、刺激間隔180秒）により発生する収縮張力の頻
度反応曲線を求め、コントロールに対する抑制効果を比較した。
【結果及び考察】高濃度K＋による収縮反応に加齢変化はなかった。
アトロピンはYoung, Agedの電気刺激による収縮をそれぞれ55％、
25％ 抑制した。これに対してプロピベリンは電気刺激による収縮
を55％（Young）、60％（Aged）抑制した。これらの結果から、老
化によりアトロピン抵抗性収縮は増強すること、また、プロピベリ
ンはアトロピン抵抗性収縮を伴う高齢者の排尿障害に有効に作用す
る可能性が示唆された。
９． 「老化とポリフェノールの冠循環改善効果」－第５報　食餌性
高コレステロール血症ラット血小板機能に対する赤ワイン凍結乾
燥品の長期投与効果
小林優子，山田晃子，清水良美，利美賀子，下田智子，
会田智美，*伊藤恒賢，**石幡明，片野由美（山形大学医学
部臨床看護学講座，*同動物実験施設，**奥羽大学薬学部）
【目的】我々は2002年以降，赤ワインに含まれるポリフェノール化
合物（RWPC）の心臓血管系に対する効果の検討を行い、RWPCは、
単回投与、長期間投与において、冠循環改善効果、血管弛緩作用を
持つことを明らかにしてきた。高コレステロール血症では、虚血性
心疾患の発症頻度が高くなることが知られており、原因の一つに血
小板凝集能亢進が考えられる。RWPCには、血小板凝集抑制作用が
あることが報告されているが、その機序についてはまだ不明な点が
－72－
多い。本研究では、RWPCの血小板凝集への作用に着目し、食餌性
高コレステロール血症ラットでのポリフェノール化合物含有赤ワイ
ン凍結乾燥品（RWPC）の長期投与による血小板機能改善効果と、
その機序について検討した。【方法】実験は、山形大学医学部動物実
験指針を遵守して行った。雄性Fischer 344 ラット（２～３ヵ月齢）
を通常の飼料（対照群）、通常の飼料に４％コレステロールを混合し
た飼料（Cho群）、４％コレステロールに約0.62％ 赤ワイン凍結乾
燥品（RWPC）を混合した飼料（RWPC群）の３群に分け、各々の
飼料で１および３ヵ月間飼育し、血小板凝集、血漿脂質（総コレス
テロール、TG、HDL-c ）を測定した。また、肝臓の組織変化をHE、
Oil Red O染色で検討した。【結果および考察】１）血小板機能：
Cho群は、対照群に比べ、有意な血小板凝集能亢進を示し、その差
は３ヵ月投与群でより大きかった。これに対して RWPC 群は、コ
レステロール摂取にもかかわらず血小板凝集能亢進作用は認められ
ず、対照群と差がなかった。２）血漿脂質：Cho群とRWPC群の
血漿脂質は、１，３ヵ月投与群ともに対照群に比べ有意に増加し、
Cho群とRWPC群との間に差はなかった。３）肝臓の脂肪沈着：
Cho群は、対照群に比べ脂肪の沈着が広汎に認められた。RWPC長
期間投与によっても、脂肪の沈着は広汎に認められた。以上より、
RWPC長期間投与は、高コレステロール血症ラットの血小板機能亢
進を抑制すること、その効果は、血漿脂質の変化とは関連がないこ
とが示された。
